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【論文題名】 
p53によるmiR-200ファミリーを介した CRKLがん遺伝子の発現抑制 
CRKL oncogene is downregulated by p53 through miR-200s 
 
【研究目的】 
p53は，ヒトがんにおいて最も高頻度に遺伝子変異が検出されているがん抑制遺
伝子である． DNA 損傷などのストレスによって活性化した p53 蛋白は転写因子
としてゲノム上の特異的な応答配列に結合し，近傍の標的遺伝子の転写を活性化す
ることによって，腫瘍抑制機能を発揮していることが明らかになっている．p53お
よび p53ファミリー（p73, p63）の活性化機構，標的遺伝子の同定は多く報告され
てきたが，p53によって発現が抑制される遺伝子についての体系的な解析はあまり
行われてこなかった．一方，最近のゲノム解析の進展により，転写された RNAの
多くがタンパクに翻訳されない非コード RNA であり，遺伝子発現の様々な段階で
重要な制御因子として機能することが明らかになってきた．microRNA (miRNA)
は 20数塩基の短い非コード RNAで，標的遺伝子の 3'非翻訳領域に結合して転写・
翻訳抑制に関与しており，がんを含む多くの疾患との関連が知られている．したが
って p53がmiRNAの発現誘導を介して，特定の遺伝子を間接的に抑制している可
能性が考えられる．本研究では p53誘導性miRNA，miR-200ファミリーの新規標
的遺伝子として，v-crk avian sarcoma virus CT10 oncogene homolog-like (CRKL)
を同定し，発現調節機構，がん細胞の増殖に対する影響を解析した．さらに，種々
のがん組織における CRKL 発現を解析し，がんの診断マーカー，治療標的になり
得るかを検討した． 
 
【研究方法】 
１）細胞株，組換えアデノウイルスベクター，プラスミドベクター，siRNA 
ヒト骨肉腫細胞株(Saos2，Kiku，U2OS，HOS)，ヒト肺癌細胞株(H1299，A549)，
ヒト神経膠芽腫細胞株（U87MG）を用いて解析を行った．p53ファミリーの遺伝
子導入にはヒト p53 (Ad-p53)， (Ad- )， - ，
(Ad- ， - および bacterial lacZ (Ad-lacZ) cDNAを組み込んだ
E1A欠損 5型アデノウイルスベクターを用いた．アデノウイルスベクターによる
遺伝子導入効率はMOI (multiplicity of infection) 12.5-200 の範囲で Ad-lacZを感
染させ，X-gal染色を指標にして評価した．miR-200ファミリーの導入にはmiRNA 
mimic (合成 RNAオリゴ，Life Technologies)を用いた．CRKLの発現ベクターは
pFN28K-CRKLまたは pF5K-CRKL (Promega)，CRKLの発現抑制は
iLenti-siRNAベクター(Applied Biological Materials)を使用した． 
 
２）リアルタイム RT-PCR 
SuperScript III 逆転写酵素(Invitrogen) を用いて、5 gの全 RNAから cDNAを
合成した．TaqMan Gene Expression Assayおよび TaqMan Fast Advanced 
Master Mixを用い，GAPDHをコントロールとした Ct法で遺伝子発現量を定
量的に解析した．miRNAの発現は，TaqMan microRNA RT Kit，および TaqMan 
MicroRNA Assayを用い，RNU6Bをコントロールとした Ct法で定量的に解析
した． 
 
３）ウエスタンブロット解析 
10 の細胞タンパクを SDS/PAGEゲルで電気泳動後，PVDF膜に転写した．目
的のタンパクに対する一次抗体，およびHRP標識二次抗体で反応後，ECL試薬で
バンドを検出した． 
 
４）クロマチン免疫沈降（ChIP） 
細胞にアデノウイルスで FLAGタグ付き p53， ， ， ， を導入
24 時間後に 1%ホルムアルデヒドで処理し、37℃で 15 分タンパク質-DNA 間にク
ロスリンクを形成させる．その後 Chromatin immunoprecipitation assay kit 
(Upstate) を用いて製造元のプロトコルに従い，抗 FLAG抗体，抗 Halo Tag抗体
または正常マウス IgG抗体でクロマチン免疫沈降を行った．回収した DNAを用い
てmiR-200ファミリー遺伝子近傍の p53応答配列について，リアルタイム PCRを
行い，input DNAに対する割合を計測した． 
 
５）レポーターアッセイ 
miR-200 ファミリー遺伝子近傍の p53 応答配列を pGL3-promoter ベクター 
(Promrga) のルシフェラーゼ上流に，  CRKL の 3’-UTR に存在する
miR-200b/200c/429の結合配列をpMIR-REPORTベクター (Ambion) のルシフェ
ラーゼ下流に挿入し，レポーターベクターを作成した．p53ファミリー発現ベクタ
ーまたは miR-200b，miR-200c，miR-429 mimic とレポーターベクターを
Lipofectamine2000 (Invitorogen) を用いて細胞にコトランスフェクションし，デ
ュアルルシフェラーゼレポーターアッセイ (Promega) を用いて転写活性化能を
測定した．phRG-TKレポーターをコントロールに用いた． 
 
６）増殖能の解析 
増殖能は MTT アッセイ，コロニーアッセイで解析した．MTT アッセイでは遺伝
子導入をした細胞各 3x103個を 96穴プレートに播種し，48時間後にCell Counting 
Kit-8 (Dojindo) を添加し，プレートリーダーで解析した．コロニーアッセイでは
1x104の細胞を 6cm dishに播種し，pF5K-CRKL，pFN28K-CRKLまたは empty 
vectorを導入 24時間後に G418を加え 14日間培養した後，ギムザ染色を行った． 
 
【研究成績】 
１）miR-200ファミリーは p53ファミリーにより転写活性化され発現上昇する 
miRNA のマイクロアレイにより p53 によって発現が上昇する miRNA として
miR-200ファミリー（miR-200a，miR-200b，miR-200c，miR-141，miR-429）を
同定した．H1299，Saos2，U2OS細胞に p53とそのファミリーを導入し，リアル
タイム RT-PCRで解析したところ，miR-200ファミリーの有意な発現上昇が認めら
れた．miR-200 familyはゲノム上 2カ所にクラスターを形成し，chromosome 1に
miR-200b-200a-429，chromosome 12 に miR-200c-141 がコードされている．
miR-200 ファミリー近傍の p53 結合配列を検索したところ，miR-200b-200a-429
は下流 9371bp ，miR-200c-141 は上流 5338bp にそれぞれ p53 結合配列候補を認
めた．これらの配列について 200b/200a/429-RE，200c/141-RE としてクロマチン
免疫沈降を行ったところ，p53 ファミリータンパクとの結合を認めた．次に
200b/200a/429-RE，200c/141-RE が p53 ファミリー依存的な転写活性を引き起こ
すかどうか調べるためにレポーターアッセイを行ったところ，p53ファミリー依存
的なレポーター活性の上昇が認められ，以上の結果より，これらの配列は p53ファ
ミリー応答性であることが明らかになった． 
 
２）miR-200ファミリーによる CRKLの転写抑制 
miRNA の標的遺伝子を予測するアルゴリズムである miRanda，PicTar，
TargetScan を用いて miR-200 ファミリーの標的遺伝子を検索したところ，
miR-200b/200c/429 の標的遺伝子として CRKL がん遺伝子を抽出した．H1299 細
胞に miR-200 ファミリーを導入すると，miR-200b/200c/429 により CRKL のタン
パク・mRNAの発現が低下することが明らかになった．さらに，CRKLの 3’-UTR
に存在する miR-200b/200/429 の結合配列を pMIR-REPORT ベクターに組込みレ
ポーターアッセイを行った．その結果，miR-200b/200c/429の導入により，レポー
ター活性の低下がみられ，miR-200b/200c/429が CRKLの 3’-UTRに結合すること
で，CRKLの発現を抑制することが示唆された． 
 
３）p53ファミリーによる CRKLの発現低下 
H1299，Saos2，U2OS，Kiku，U87MG細胞に p53とそのファミリーを導入した
ところ，すべての細胞において，p53，TAp73，TAp63により，CRKLのタンパク・
mRNAの発現が低下していた．また，CRKLの 3’-UTRに対するレポーターアッセ
イでも p53ファミリーの導入のより，レポーター活性の低下を認めた．骨肉腫細胞
株にアドリアマイシン処理で内在性 p53を活性化したところ，p53が野生型のKiku
と U2OS 細胞では内在性 p53 タンパクの上昇に伴い，CRKL のタンパク・mRNA
の発現低下を認めたが，p53が欠損している Saos2細胞や p53変異型のHOS細胞
ではこのような変化はみられなかった．また，同様に骨肉腫細胞株のアドリアマイ
シン処理において，p53依存的なmiR-200b/200c/429の発現誘導がみられた． 
 
４）CRKLによるがん細胞増殖能の制御 
CRKLが低発現の A549細胞に CRKL発現ベクターを導入したところ，がん細胞の
コロニー形成能，MTT アッセイによる増殖能の上昇がみられた．反対に，CRKL
が高発現の癌細胞株に CRKLを標的とする siRNAプラスミドを導入し，CRKLの
発現を低下させたところがん細胞の増殖能が低下していることが明らかになった． 
 
５）公共データベースを活用した臨床サンプルにおける CRKLの発現解析 
各種がん組織でのマイクロアレイによる遺伝子プロファイルが掲載されたデータ
ベース Oncomine (https://www.oncomine.org/)にてがん部と非がん部における
CRKL の発現を解析したところ，がん部で CRKL の発現が優位に高いデータセッ
ト が 多 く 存 在 し た ． Gene Expression Omnibus (GEO, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)を検索したところ，乳癌のデータセットにおい
て，p53によって転写抑制することが知られている既知の遺伝子HDGF，survivin
と同様に p53変異をもつ乳癌症例で CRKLの発現が優位に高値であった． 
 
 
 
 
【考察】 
miR-200ファミリーは ZEB1/2の発現を制御することで，がんの浸潤，転移に関
連した重要な現象である上皮間葉転換 (Epithelial to Mesenchymal Transition, 
EMT)を抑制することが知られており，がん抑制性 miRNA と考えられている．本
研究では p53 誘導性の miRNA である miR-200 ファミリーの新規標的遺伝子とし
て CRKL を同定し，がん細胞の増殖への関わりについて解析を行った．miR-200
ファミリーは配列が類似した 5つのmiRNA (miR-200a，miR-200b，miR-200c，
miR-141，miR-429) から構成され，これらすべてのメンバーが複数のがん細胞株
において p53，TAp73，TAp63 によって発現誘導されることを明らかにした．
miR-200b/200c/429，miR-141/200a は同じシード配列を持っていることから，同
じ標的遺伝子を制御している可能性が考えられる．miRNA の標的遺伝子を予測す
る複数のソフトウエア解析により，miR-200b/200c/429のシード配列に相補的な配
列を CRKL mRNAの 3’-UTRに見出し，この配列がmiR-200b/200c/429に応答性
であることを明らかにした．以上の結果から， p53 ファミリーが
miR-200b/200c/429の発現調節を介して，CRKLを抑制していると考えられた． 
CRKLは CRK ファミリー（CRKⅠ，CRKⅡ，CRKL）に属するアダプタータン
パクである．CRKLは成長因子やサイトカインへの応答でいくつかのシグナル伝達
経路において機能しており，CML における BCR-ABLキナーゼの基質として知ら
れていた．最近，CRKLが肺癌，胃癌，肝細胞癌などの固形癌において，進行とと
もに高発現し，浸潤や転移，増殖と関連することが報告された．本研究においても，
公共のデータベースを用いた解析から多数の固形癌で CRKL が発現上昇している
ことを明らかにした．重要なことに p53 変異をもつ乳癌症例で有意に CRKL が高
発現していた．がんにおける CRKL 高発現の詳細なメカニズムはこれまで明らか
になっていなかったが，今回 p53-miR-200ファミリー経路の異常が CRKLの発現
上昇を引き起こし，がんの進展につながっていることが示唆された． 
本研究ではアダプタータンパクである CRKL が p53 ファミリーの標的 miRNA
である miR-200 ファミリーによっての発現を制御されることを明らかにし，p53
経路に異常のあるがん症例において CRKLが治療標的となりうると考えられた． 
 
【結論】 
p53ファミリーに直接転写制御されるmiRNA，miR-200ファミリーが CRKL遺
伝子の 3’-UTR上に結合し，CRKLの発現を制御していることを明らかにした．本
研究の成果は，p53 ファミリーが miR-200 ファミリーの転写調節を介して CRKL
の発現を制御していることを示唆しており，今回新たに同定した
p53-miR-200-CRKL 経路ががんの診断におけるバイオマーカーやがん治療の新た
な分子標的となる可能性がある． 
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論文題名 
CRKL oncogene is downregulated by p53 through miR-200s. 
（p53によるmiR-200ファミリーを介した CRKLがん遺伝子の発現抑制） 
 
結果の要旨 
本研究では，代表的な癌抑制遺伝子 p53 の転写標的 microRNA としての miR-200 に着
目し，miR-200 の標的遺伝子の同定，癌細胞の増殖・浸潤能における役割を検討したもの
である．p53 は miR-200 を発現誘導し，その結果 miR-200 が癌遺伝子 CRKL の発現抑制
していることを見出した．また，CRKL はアダプタータンパクとして癌細胞の増殖・浸潤
能を調節していることを明らかした．さらに，臨床症例の解析から癌部で CRKL発現が高
く，乳癌症例では p53変異をもつ腫瘍において CRKL発現が優位に高値であった．以上よ
り，miR-200を介して p53は癌遺伝子 CRKLの発現を抑制することにより腫瘍抑制機能を
発揮していることを示唆したものであり，本研究者は博士（医学）の学位を得る資格があ
ると認める． 
 
 
